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黑子 南瓜 甘油 - 3 - 磷酸 酰基 转移 酶 基因 的 
克隆 及 序列 分 析 
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摘要 依据 国外 报道 的 南瓜 甘油 - 3 - 磷酸 转 酰 酶 〈(GPAT) 基因 的 cDNA 序列 合成 相应 引物 ， 
用 RT- PCR 技术 ， 成功 地 分 离 了 黑子 南瓜 (Cucurbita ficifolia) GPAT 基因 的 cDNA 片段 ， 并 亚 
克隆 到 了 pGEM ~-T 载 体系 统 的 多 克隆 位 点 上 ， 序 列 分 析 表明 黑子 南瓜 GPAT 基因 的 cDNA 序列 
及 递 推 的 氨基 酸 序列 与 南瓜 〈 Cucurbia moschata) 相 比 分 别 具 有 98% 和 96.5% 的 同 源 性 。 在 
1188bp 中 有 22 个 核 苷 酸 发 生变 化 ， 导 致 13 个 氨基 酸 的 改变 。 
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Abstract According to the cDNA sequence of GPAT from squash ( Cucurbita moschata) reported in 1988, 
using RT - PCR technical, we isolated the cDNA encoding a glycerol - 3 - phosphate acyltransferase 
(GPAT) from figleaf gourd ( Cucurbita ficifolia) cotyledons and subcloned in pGEM — T vector system. The 
cDNA and the deduced amino acid sequence of figleaf gourd GPAT have 98% and 96.5% homologous with 
squash respectively. Among the deduced amino acid residues thirteen of them are different from that of 
squash . 
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植物 生物 膜 中 磷 酰 甘油 (PG) 分 子 的 饱和 程度 与 植物 抗 冷 性 有 直接 关系 。 甘 油 -3- 
磷酸 酰基 转移 酶 (glycerol - 3 - phosphate acyltransferase: GPAT) 是 PC 生物 合成 过 程 中 的 第 
一 个 酰基 酯 化 酶 ， 它 将 脂肪 酰基 转移 到 甘油 - 3 - 磷酸 的 C- !1 位 上 合成 1- 酰 基 - Sn- 甘 
油 -3- 磷 酸 (溶血 磷 酯 酸 )， 来 源 于 抗 冷 性 不 同 植物 的 GPAT 对 底 物 酰基 具有 不 同 的 选择 
性 (Frentzen，1983)， 抗 冷 性 强 的 植物 其 GPAT 优先 选择 油 酸 而 冷 敏 植物 中 的 GPAT 对 棕榈 
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酸 和 油 酸 具有 相同 的 选择 性 ; 油 酸 可 进而 去 饱和 化 为 亚 油 酸 ， 亚 麻 酸 (Frentzen，1987)， 
因而 对 决定 植物 生物 膜 中 PG 的 不 饱和 度 起 着 关键 性 作用 。Murata (1992) 等 成 功 地 将 来 
自 抗 冷 性 植物 拟 南 芥 菜 和 冷 敏 植物 南瓜 GPAT 基因 的 cDNA 片段 分 别 导 人 了 中 性 植物 烟草 
中 ， 发 现 导 人 拟 南 闪 菜 GPAT 基因 cDNA 片段 的 烟草 其 抗 冷 性 类 似 于 拟 南 芥菜 ;， 而 导入 南 
瓜 CPAT 基因 cDNA 片段 的 烟草 植株 抗 冷 性 类 似 于 南瓜 。 这 一 实验 在 很 大 程度 上 确定 了 该 
基因 在 植物 抗 冷 性 方面 的 作用 。 | 

目前 ， 国 外 已 先后 从 南瓜 〈Jshizaki，1988) 、 欧 豆 (Webe，1991)、 黄 瓜 〈Thomas， 
1992)、 拟 南 芥 菜 (Nishida，1993)、 红 花 (Bhilla，1994) 等 植物 中 获得 了 该 基因 的 cDNA 
或 DNA 片段 。 笔 者 等 依据 国外 报道 的 南瓜 GPAT 基因 的 cDNA 序列 ， 应 用 PT PCR 技术 成 
功 地 分 离 了 黑子 南瓜 《南瓜 属 中 另外 一 个 种 ， 有 和 较 强 的 抗 冷 性 ) 的 CPAT 基因 的 cDNA 片 
段 ， 并 亚 克 隆 到 了 PGEM -T 载 体系 统 的 多 克隆 位 点 上 。 本 文 报道 该 基因 的 克隆 及 其 序列 。 


1 材料 及 方法 


1.1 材料 
1.1.1 植物 材料 : 黑子 南瓜 〈Cucurbita ficifolia) 种 子 购 自 云南 省 种 子 公司 。 
1.1.2 菌株 和 质粒 : 大 肠 杆 菌 DH5a 为 转化 受 体 ， 克 隆 载体 pCEM ~-T 系 统购 自 Promega 公 
司 ; dNIP、TagDNA 多 聚 酶 ， 反 应 缓冲 液 及 其 他 分 子 生物 学 试剂 购 自 QICEN 、 Beobringer 
Mannheim 和 华美 公司 。 
1.2 方法 
1.2.1 植物 材料 的 培养 : 将 黑子 南瓜 种 子 于 25 所 下 避 光 萌发 ， 待 子叶 张 开 后 在 光 下 培养 
半天 ， 取 正在 转 绿 的 子叶 或 用 液 氮 冷 冻 后 置 - 70 乞 保存 。 
1.2.2 RNA 提取 : 取 0.1 gg 植物 材料 于 液 氮 中 研磨 成 粉末 状 ， 用 TripureTM 分 离 试剂 盒 提 
取 总 RNA，- 20C 保 存 。 
1.2.3 cDNA 第 一 链 的 合成 : 按 GIBCOBRL 公司 合成 试剂 盒 操 作 说 明 进 行 。 以 总 RNA 为 模 
板 。Oligo〈dT) 为 引物 ， 在 Mulv 逆转 录 酶 的 作用 下 合成 cDNA 第 一 链 ， 于 - 20 民 保存 。 
1.2.4 引物 合成 : 依据 南瓜 GPAT 基因 cDNA 序列 ， 以 及 比较 驴 豆 、 拟 南 章 菜 该 基因 cD- 
NA 序列 委托 Cybersyn 公司 合成 如 下 两 对 引物 ; 
I: Prinerl: 5-ATG-GCG-CIT-ATC-CAG-G-3， 
Primer2: 5CTA ~ CCA- AGG- TIG- TGA- GAA- AGA- CAC-3 
I: Primer3: 5 -GA (AG) V-CCI-TT (CT) -GA (CT) -TA (CT) _ TAA-3’ 
Primer4: 5 -CAT- (AG) TG- (CT) TT- (CT) TT-I (GC) - (AG) TA_IAC 
- (AC) CA-IAT-3， 
1.2.5 以 上 合成 的 cDNA 第 一 链 为 模板 ， 用 引物 Primer 1 和 Primer 2 进行 PCR 反应 ， 条 件 
为 94% 40s; 53C 40s; 725 60 s; 40 个 循环 。 由 于 两 种 植物 间 该 基因 可 能 存在 的 差 
异 ， 为 提高 扩 增 的 特异 性 和 扩 增 效率 以 测序 的 方便 ， 将 上 述 PCR 产物 分 别 再 用 兼并 引物 
Primer 1 和 Primer 4 以 及 Primer 3 和 Primer 2 分 别 进行 半 套 式 PCR， 条 件 为 93 60 s; 52T 
30 s; 72% 60 s，36 个 循环 。 
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1.2.6 克隆 : PCR 产物 纯化 后 ， 分 别克 隆 到 PCEM -T 载 体系 统 的 多 克隆 位 点 上 ， 转 化 大 
肠 杆 菌 DH5a 在 X- gal 和 含 氨 葵 青霉素 的 平板 上 筛选 白色 菌落 。 重 组 子 pFGA 和 pFGB 委 
托 Cybersyn 公司 进行 测序 。 


2 结果 


2.1 以 黑子 南瓜 cDNA 第 一 链 为 模板 ， 用 引物 Primer 1 和 Primer 2 PCR 扩 增 黑子 南瓜 GPAT 
基因 片段 ，1.0% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ， 在 1.2 kb 处 有 扩 增 带 (图 1)。 

2.2 上 述 Primer | 和 Primer 2 PCR 扩 增 产物 分 别 用 引物 Primer 1 和 Primer 4 以 及 Primer 2 进 
行 黑子 南瓜 GPAT 基因 的 半 套 式 PCR，1.2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 分 别 在 0.7kb 和 0.8kb 处 
有 特异 性 扩 增 带 (图 2)。 

2.3 重组 子 pFGA 和 pFGB 分 别 经 测序 ， 黑 子 南 瓜 含 1188bpR GPAT 基因 cDNA 序列 及 其 递 
推 的 氨基 酸 序列 (图 3)。 

2.4 黑子 南瓜 GPAT 基因 及 其 递 推 的 氨基 酸 序列 中 与 南瓜 不 同 的 密码 子 和 氨基 酸 残 基 
( 表 2)。 





图 2 以 Primerl、Primer2 扩 增 产物 为 模板 ，Primer 1 和 
Primer 4 以 及 Primer 3 和 Primer 2 分 别 半 套 式 PCR 扩 增 黑子 
南瓜 GPAT 基因 结果 (1: Primer 1 和 Primer 4 扩 增 结果 ; 
2: ADNA Hind 亚 /EcoRI 标 准 分 子 量 ; 3: Primer 3 和 Primer 
2 扩 增 结果 ) 

Fig.2 Amplification of two parts of GPAT Gene of Figleaf Gourd 
(Cucurbita ficifolia) using Primerl and Primer 2 PCR result (1: 
Primerl and Prime Amplification result; 2: MDNA Hind 亚 / 
EcoRI Marker; 3: Primer3 and Primer 2 Amplifcation resujt) 


图 1 黑子 南瓜 GPAT 基因 PCR 扩 增 结果 ,在 1.2kb 处 有 
扩 增 带 (1 ADNA Hind 轩 /EcoRI 标准 分 子 量 ; 2 扩 增 产物 ) 
Fig.l Amplification of Figleaf Courd GPAT gene using PCR . 

(1 ADNA Hind[[ /EcoRI Marker; 2 Amplification result) 


3 讨论 


黑子 南瓜 与 南瓜 同属 不 同 种 。 但 二 者 的 抗 冷 性 有 着 明显 的 差异 。 南 瓜 属 冷 敏 性 植物 ， 
而 黑子 南瓜 是 一 种 原 产 于 美 州 ， 在 我 国 仅 云南 、 四 川 、 贵 州 有 栽种 ， 具 有 较 强 抗 冷 性 的 植 
物 。 黑 子 南瓜 在 海拔 2 200 m 以 上 的 高 寒山 区 均 有 栽种 ， 由 于 其 抗 逆 性 强 ， 被 用 于 嫁接 西 
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表 2 黑子 南瓜 GPAT 基因 及 其 递 推 的 氨基 酸 序列 中 与 南瓜 不 同 的 密码 子 和 氢 基 酸 残 基 
Table 2 Different codons and amino acid residues between figleaf gourd and squash GPAT gene and its deduced amino acid residues 








南瓜 《Cucurbita moschata ) 黑子 南瓜 (Cucurbita ficifolia) 
差异 位 点 (位 ) 密码 子 氨基 酸 残 基 密码 子 氨基 酸 残 基 
(different sites) (codons) (amino acids) (codons) (amino acids) 

70 TAT Tyr CAT His 
334 TCA Ser CCA Pro 
375 ATT lle ATG Met 
387 AAC Asn AAA Lys 
437 TCT Ser TAT Tyr 
534 TTC Leu CTC 十 
670 TTC Phe CTIC Leu 
688 ACA Thr GCA Ala 
705 AAA Lys ATT Asn 
804 CCC _Pro CCT + 
806 TCG Ser TTG Leu 
849 GIG Val GIT + 
867 cIT Leu CTA 

868 ATT lle GIT Val 
879 TCG Ser TCC + 
933 CCC Pro CCG + 
952 ATT De GIT Val 
960 ATT lle ATA + 
102 GAG Chu CAC Asp 
1112 AAT Asn ACT Thr 
1128 GCT Ala GCC + 


“+ ”为 来 发 生变 化 的 氨基 酸 残 基 


瓜 、 黄 瓜 等 其 他 戎 芒 科 植物 。GPAT 与 植物 冷 敏 性 有 着 直接 关系 ; 黑子 南瓜 CPAT 基因 的 
克隆 及 序列 在 国内 外 尚 属 首次 报道 ， 该 基因 的 克隆 对 研究 该 酶 和 该 基因 及 其 与 植物 抗 冷 性 
关系 ,以 及 利用 该 基因 有 重要 价值 。 黑 子 南瓜 CPAT 基因 的 核 苷 酸 及 其 递 推 的 氨基 酸 序列 
分 别 与 南瓜 相 比 具有 98% 和 96.5% 的 同 源 性 ， 暗 示 了 该 基因 在 同属 不 同 种 的 植物 间 高 度 
的 保守 性 。 与 南瓜 相 比 黑子 南瓜 GPAT 基因 有 22 个 核酸 的 差异 ， 导 致 了 13 个 氨基 酸 残 基 
的 不 同 ( 表 1)。 

上 述 13 个 氨基 酸 残 基 的 不 同 ， 将 一 定 程度 上 导致 黑子 南瓜 与 南瓜 GPAT 酶 本 身 空间 
结构 的 不 同 ， 如 101 个 氨基 酸 南瓜 为 丝氨酸 而 黑子 南瓜 为 且 氨 酸 ;， 且 氨 酸 是 最 具 强 立体 化 
学 效应 的 氨基 酸 ; 以 及 南瓜 129 个 氨基 酸 为 中 性 氨基 酸 天 冬 酰 氨 而 黑子 南瓜 为 碱 性 (或 带 
电 ) 的 赖 氨 酸 ; 146 个 氨基 酸 在 南瓜 中 为 丝氨酸 ， 黑 子 南瓜 为 酷 氨 酸 ; 南瓜 第 230 个 氨基 
酸 ， 黑 子 南瓜 中 为 两 氨 酸 而 南瓜 中 为 苏 氨 酸 。 此 外 朴 水 性 氨基 酸 Phe 与 Leu，Val 与 le， 
Met 与 De 等 的 不 同 也 必然 会 引起 酶 疏水 核心 空间 构象 的 不 同 。 这 些 变化 是 否 是 南瓜 与 黑 
子 南 瓜 抗 冷 性 差异 的 原因 尚 有 待 进一步 研究 。 
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M A E L IQDK ES AQ SS A AT A A A A 
] AlIGGCGGAGCTTATCCAGGATAAGGAGTCCGCCCAGAGTGCTGCCACCGCTGCTGCTGCT 

Ss SG6 YE R RN E PA HH SRK YF L D Vv R 
61 AGCTCCGGTCATGAAAGACGGAATGAGCCGGCTCACTCCCGCAAATTTCTCGAIGTTICGC 


ST EE LE 5S TC TK K E TE A © KE TP 人 
121 TICTOAAGAAGAGTTGCTCTCCTGCATCAAGAAGGAAACAGAAGCTGGAAAGCTGCCTCCA 
N VAA G ME E L YQ NHR N AYV IE S 
181 AATGTTGCTGCAGGAATGGAAGAATTGTATCAGAATCATAGAAATGCTGTTATTGAGAGT 
ON PK A D E 1 VL SS N MT Vv AL DD RI 
241 AGAAAICCAAAGGCAGATGAAATTGTT CTGTCTAACATGACTGTTGCATTAGATCGCATA 
Li D Vv E DP FY FS P H HK A LI R EE Ph 
30] TTGTFGGATGTGGAGGATCCTTTTGTCTTCTCACCACACCACAAAGCAATTCGAGAGQCCG 
FD Y YY MFG Q K YI R P L I1 DFSG NS 
361 TTIGATTACTACATGTTTGGCCAGAAATAT ATACGGCCATTGATTGATTTTGGAAATTCA 
i Y 6G N LYL F K DI E E K LQ ©Q 6G HN 
421 TICGTTGGTAACCCTIATCTTITICAAGGAT ATAGAAGAGAAGCTTCAGCAGGOTCACAAT 
Vv Vv 1L IISNH QT E A D P Al ! SL L L 
48! GTTGTCTTGATATCAAATCATCAGACTGAA GCAGATCCAGCTATCATTTCACTGTTGCTT 
E K T NP Y]1 A E N T KF VA G D RV L 
5$41 GAAAAGACAAACCCATATATTGCAGAAAAC ACGATCTTTGTGGCAGGGGATAGAGTTCTT 
AD PL CK P FPF S [IG RNILI C VYS K 
601 GCAGACCCTCTTITGCAAGCCCTTCAGCATTGGAAGGAATCTTATTTCTGTTTATTCAAAA 
K H MILOD IP E L A E TT kK R N AN T RS 
66l AAGCACATGCTICGATATTCCTGAGCTCGCAGAAACAAAAAGGAAITGCTAACACACGAACT 
l. Kk E MALI LL RE GS Q LL 1 WI A P S 


721 CTTAAGGAGATGGCTTTACTCTTAAGAGGT GGAT CA CAACTAATATGGATTGCACCCAGT 
GG R D R P DP LT GO E WY?PrP A PP FDA 
781 GGTOGTAGGGACCGGCCGGATCCTTTGACTGGAGAATGGTACCCAGCACCCTTTGATGCT 
ssS Vv DN MR RL Vv QHS D VP 6o HL KE 
841 TCTTCAGTIGACAACATGAGAAGGCTAGTICAACATTCCGATGTTCCTGGGCATTTGTTT 


Pp L AL L CHD 1 M P PP SS Q VE 1 E |i 
901 CCCCTTGCTTTATTATGTCATGACATCATGCCGCCTCCCTCACAGGTCGAAGTTGAAATA 
©G 上 K R Vv 1 AFN G A GL SS YA PP E 1 S 
961 GGAGAAAAAAGAGTGATTGCCTTTAATGGGGCGGGTTTGTCTGTGGCTCCTGAAATCAGC 
FE NE 1 A AT H Kk NP E E Vv RE A Y SK 


102] TTCGACGAAGTTGCTGCTACCCACAAAAATCCTGAGGAGGTTAGGGAGGCATACTCAAAG 
A L F D S y AMQY TT VL K T AL S 9 上 

108! GCACTGTTTGATTCTGTGGCCATGCAATACACTGTGCTCAAAACGGCCATCTCCGGCAAA 
QQ 6G L GA S TA D VS LS Q PW AM 

1161 CAAGGACTAGGAGCTTCAACTGCGGATGTCTCTITGTCACAACTITGGIAG 


图 3 黑子 南瓜 GPAT 基因 cDNA 序列 及 其 递 推 的 氨基 酸 顺 序 ; 箭头 所 指 处 为 预期 的 剪 切 位 
点 ;“ 一 ”为 与 南瓜 不 同 的 密码 子 ; 不 同 氮 基 酸 残 基 用 黑体 字母 表示 ; AM 为 终止 密码 子 。 
Fig.3 cDNA and its deduced amino acid sequence of GPAT gene from figleaf gourd; An arrow indicates 
the predicted processing site，“ 一 ”indicates the different codons ; the darken letter indicate the dif- 
ferentamino acid residues from squash; AM denotes the stop Codon. 
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